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^© Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
DNA-Molekule, die fUr Fusionsproteine aus enzyma- 



S^tisch aktiven Anteilen und von diesen abspaltbaren, 
gjinsbesondere autokatalytisch abspaltbaren Polypep- 

tidanteilen kodieren, wobei der enzymatisch aktiven 
J^Anteil eine virale Protease, bevorzugt P2A von 
und der abspaltbare Polypeptidanteii ein vira- 
Q les Protein, bevorzugt (VP3) VP1 von HRV2 1st, 

sowie Expressionssysteme, die diese DNA-Moiekiile 
CLenthalten und deren Verwendung als Testsysteme 
*"fUr Inhibitoren viraler Proteasen. 
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© Expression der viral kodierten Protease P2A des HRV2. 

© Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind DNA-Molekiiie, die fur Fusionsproteine aus ^nzymatisch 
aktiven Anteilen und von diesen abspaltbaren Poiypeptidanteilen kodieren, Expressionssysteme, die"'diese DNA- 
Molekiile enthalten sowie die Verwendung dieser als Testsysteme fur Inhibitoren viraler Proteasen. 
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Expression der viral kodierten Protease P2A des HRV2 



Qegenstand der vorliegenden Erfindung sind DNA-Molekule, die fur Fusionsproteine aus enzymatisch 
aktiven Anteilen und von diesen abspaltbaren Polypeptidanteilen kodieren, Expressionssysteme, die diese 
DNA-Molekiile enthalten sowie die Verwendung dieser ais Testsysteme fur Inhibitoren viraler Proteasen. 

5 Rhinoviren sind ss( + )RNA - Viren und reprasentieren eine Qattung innerhalb der Picornaviridae 
(Cooper P. 0 et ai.. 1978, Interviroiogy 10, 165 - 180; MacNaughton, M. R., 1982, Current Top. Microbiol. 
Immunol. 97, 1 -26). Sie sind weit verbreitet befallen den oberen respiratorischen Trakt des Menschen und 
verursacherTakute Infektionen, die zu Schnupfen, Husten, Heiserkeit etc. fuhren und allgemein als Erkaltun- 
geh bezeichnet werden (Stott, E. J. und Killington, R. A.. 1972, Ann. Rev. Microbiol. 26. 503 - 524). 

to. Infektionen durch Rhinoviren zahlen zu den haufigsten Erkrankungen des Menschen. Die Krankheit verlauft 
zwar meist harmlos, dennoch kommt es -bedingt durch eine voriibergehende Schwachung des 
Organismus- zu Sekundarinfektionen durch andere Viren oder Sakterien, die dann unter Umstanden 
schwere Erkrankungen zur Folge haben. Von den insgesamt ca. 115 verschiedenen, bekannten Serotypen 
von humanen Rhinoviren sind bis jetzt 3 Serotypen kloniert und komplett sequenziert worden: Deutsch 

rs Patentanmeldung P 35 05 148.5; Skern; T. et al.. 1985; Nucleic Acids Res. 13, 2111-2126; Duchler, M. et 
al., 1987. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 2605 - 2609; Stanway, G. et al.. 1984, Nucleic Acids Res. 12, 7859 
- 7877; Callahan, P. L et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 732 -736). 

Ein Vergleich der Aminosauresequenzen der einzelnen Proteine zeigt, dafl die viralen Enzyme in 
besonderem Mafle konserviert sind. So betragt etwa die Homologie zwischen der Protease P2A von HRV89 

20 und HRV2 85%; bei der Protease P3C sind 75% der AminosMuren identisch (Duchler, M. et al., 1987). 
Diese Werte liegen wesentlich uber den durchschnittlich im Gesamtprotein beobachteten Prozentsatzen. 
Man kann daher davon ausgehen, dai3 gerade die viralen Enzyme in der Evolution besonders gut 
konserviert sind und in ihren Eigenschaften bei verschiedenen Rhinoviren sehr ahnlich sind. 
Kaum ein anderes virales System ist bei seiner Regulation des Infektionsablaufes dermaflen von einer 

25 kontrolliert limitierten Proteolyse abhangig, wie das der Picornaviridae. Die genomische einzelstrangige ( + )- 
RNA der Rhinoviren wird kurz nach der Infektion durch Abspaitung des an das 5 Ende gebundenen 
Oligopeptids VPg modifiziert und dient als mRNA fur die Synthese eines Polyproteins, das den gesamten 
durchgehenden Leserahmen der Nukieinsauresequenz umfaflt (8utterworth, B. E., 1973, Virology 56, 439 - 
453; Mc Lean, C. und Rueckert, R. R.. 1973, J. Virol. tU 341 -344; Mc Lean, C. et al., 1976. J. Virol. 19. 

30 903 -914). Die reifen viralen Proteine entstehen ausschliefllich durch proteolytische Spaltung aus diesem 
Polyprotein, wobei die dabei wirksamen Proteasen selbst Bestandteil dieses Polyproteins sind. Der erste 
Schritt bei diesem Prozessieren ist die Abspaitung der Vorstufe der Hullenproteine, die durch die Protease 
P2A vorgenommen wird. In der Reihenfolge der Gene liegt die Sequenz der Protease P2A unmitteibar 
hinter dem fur die Hullenproteine kodierenden Abschnitt. P2A ist somit aufgrund ihrer Lokalisation im 

35 Polyprotein die erste nachweisbare enzymatische Funktion des Virus. 

Sie spaltet sich gewisserma/ten selbst vom Precursor der Hullenproteine ab und ist fur die Trennung des 
Kapsidprecursors P1 vom Rest des Polyproteins verantwortlich. Die Trennung der Hullenproteinregion von 
dem fur die Replikation verantwortiichen Abschnitt findet bereits wahrend der Translation des Polyproteins 
start. 

40 Dieser Schritt ist fur den weiteren Ablauf der viralen Infektion essentiell. 

Vom Pol i o viru ssyst em weifl ma n T -dafl-wah rsche i n ii ch all e a n d i eser Re i fung ss pa l tun g-beteiligten-Enzyme. 
viral kodiert sind (Toyoda, H. et al., 1986, Cell, 45. 761-770). Im Poliovirus findet man drei Typen von 
Spaitsignaien (Fig. 1); die am meisten verwendeten Q-G Steilen, welche von der viralen Protease P3C 
erkannt werden, und die Y-G Stelle, welche von P2A als Erkennungssignal verwendet wird. Zunachst rUckte 

45 die Protease P3C in den Mitteipunkt des Interesses bei der Aufklarung des proteolytischen Processings von 
Picornaviren. Schon sehr fruh konnte eine der P3C aquivalente proteolytische Aktivitat in EMC beschrieben 
werden (Pelham, H. R. B. . 1978, Eur. J. Biochem, 85, 457 - 461; Paimenberg A. C. et ai.. 1979. J. Virol. 32, 
770 - 778). Im Laufe weiterer Untersuchungen stellte sich heraus, dai3 das Leaderpeptid (L) von Cardio- (z. 
B. EMCV) und Aphtoviren (z. B. FMDV), welches bei Rhino- und Enteroviren nicht vorhanden ist, am 

so proteolytischen Processing von EMCV beteiiigt ist (Paimenberg, A. C, 1987. J. Cell. Biochem. 33. 1191- 
1198). In weiterer Folge konnte durch die Isolierung von Polio P3C und mit Hilfe von immunologischen 
Methoden gezeigt werden, dafl P3C sich selbst autokataiytisch aus dem Polyprotein herausschneidet, urn 
dann in "trans" all potentiellen Q-G Spaltstelien anzugreifen. 

Der Bnsatz von rekombinanten Systemen, die unter anderem die P3C-Region reprasentierten, ermog- 
lichte die Expression von P3C einiger Entero- und Rhinoviren (Werner. G. et al.. 1986, J. Virol. 57, 1084 - 
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1093) und die genaue Charakterisierung der P3C von Polio (Hanecak, R. et af., 1984, Cell 37, 1037 - 1073; 
Korant, B. 0. und Towatari, T., 1986. Biomed. Biochim. Acta 45. 1529 - 1535) sowie der Squivalenten 
proteolytischen Funktion in FMDV (Kiump t W. et a!. f 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81_. 3351 - 3355; 
Burroughs, J. N. et al., 1984, J. Virol. 50, 878 -883). Durch in vitro Mutagenesestudien konnte nachgewiesen 

5 werden. dafl der Austausch der hoch konservierten Aminosauren Cystein (Positionsnummer 147) und 
Histidin (Positionsnummer 161) in P3C von Poliovirus zu einem inaktiven Enzym fUhrt, wahrend die 
Mutation des nicht konservierten Cysteins (Positionsnummer 153) keinen nennenswerten Einflufl auf die 
proteolytische Aktivitat von Polio-P3C hat Diese durch Oligonukleotide bewirkte Mutagenese von rekombin- 
anten P3C und die zusatziich durchgefuhrten Inhibitorstudien lassen den Schlu/3 zu, da/3 Polio-P3C zu der 

to Klasse der Cysteinproteasen gehort (Ivanoff, L A. et al.. 1986, Proc. Nat!. Acad. Sci. USA 83, 5392 -5396). 
Ebenfalls durch in vitro Mutagenese von Poiio-P3C (und zwar durch Austausch des konservierten Valin 
gegen Alanin in Position 54 der Protease) konnte gezeigt werden. dafl diese Mutation in einer "full size" 
cDNA von Pc*»o nach Transfektion in COS 1 Zellen zu einem Polymerase-defizienten Virus fuhrt (Dewalt. P. 

G. und Semi*-. B. L. 1987, J. Virol. 61_, 2162 - 2170). 

is Antikorper, die gegen Polio-P3C entwickelt wurden, unterbanden zwar eindeutig samtliche an Q-G 
durchgefuhrten Spaitungen, nicht aber die Spaitung zwischen Y-G (Hanecak. R. et al., 1982. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 79. 3973 - 3977). Diese Beobachtung fuhrte zum Schlu/3, dafl das proteolytische Processing 
an Y - G StellerTeiner eigenen Protease bedarf: Der Site dieser zweiten proteolytischen Aktivitat konnte in 
Poliovirus eindeutig P2A zugeordnet werden. Interessant war der Befund. dafl P2A eine alternative Spaitung 

20. in der Protease-Polymeraseregion (3CD) durchfuhrt, welche ebenfalls an einer Y - G Stelle stattfindet. 
Dieser Spaitung diirfte aber keine biologische Bedeutung wahrend der Virusreplikation zukommen (Toyoda, 

H. et al.. loc. cit.). 

Da es wahrend der Infektion mit Poliovirus in HeLa-Zellen sehr rasch zu einem Abschalten der Wirtsprotein- 
synthese kommt. die Translation der Poliovirus-RNA jedoch unbehindert ablaufen kann, nahm man an. dafl 

25 ein Oder mehrere Regulationsfaktoren der Translation wahrend der Infektion verandert werden. Tatsachlich 
zeigen altere Befunde. dafl der eukaryontische Initiationsfaktor 4F durch proteolytische Spaitung der p220 
Komponente wahrend der Poliovirusinfektion in HeLa-Zellen verandert wird (Etchison, D. et al.. 1984, J. 
Virol. 51. 832 - 837; Etchison, D. et al.. 1982. J. Biol. Chem. 257, 14806 -14810). In der Folge konnte 
gezeigTwerden. dafl P2A indirekt fur diese Modifikation von p220 in infizierten Zellen verantwortlich ist 

30 (Krausslich, H. G. et al.. 1987, J. Virol. 61^. 2711 - 2718). 

Die Frage nach der Transaktivitat der beiden Proteasen P3C und P2A konnte im Poliovirussystem insofern 
positiv beantwortet werden, als in vitro exprimierte Poliovirus-Polypeptidvorstufen, die die proteolytischen 
Erkennungsequenzen enthielten~durch exogene P3C bzw. P2A Proteasen prozessiert werden konnten 
(IMicklin, M. J. H. et al.. 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 4002 - 4006). 

35 Sehr interessant sind auch die Befunde. dafl zwei den picornaviralen Proteasen P3C und P2A ahnliche 
Proteine in dem pfianzenviralen System der Comoviridae (Cowpea Mosaic Virus) gefunden wurden (Garcia. 
J. A. et al., 1987, Virology 159. 67 • 75; Verver, J. et ai., 1987, EMBO 6, 549 - 554). Diese beiden viralen 
Proteine sind am proteolytischen Processing der beiden durch zwei getrennt verpackte ss ( + )RNA- 
Molekule (B und M RNA) kodierten Polyproteine beteiligt. wobei eine grofle Ahnlichkeit der beiden Cowpea 

40 mosaic-Virus-Proteasen in Sequenz und Spaitspezifitat zu den Picornaviren festzusteilen ist. Diese bemer- 
kenswerte Homologie von nicht struktureiien Proteinen zwischen Picorna- und Comoviren weist nicht nur auf 
eine genetische Verwandtschaft zwischen diesen beiden Virusfamilien hin, sondem zeigt auch auf. wie 
essentiell das viraie proteolytische Processing fur diese beiden Virusfamilien ist 

Die dritte Art der viralen Reifungspaltung, namlich die von VP0 (Vorlauferprotein von VP2 und VP4) konnte 
as bei Mengo und Rhinovirus mit Hilfe von Rontgenstrukturdaten beschrieben werden. Dieses letete proteolyti- 
sche Ereignis bei der viralen Maturation scheint auf einem ungewohnlichen autokatalytischen Serinprotease 
Typ zu beruhen. bei welchem basische Gruppen der viralen RNA an der Ausbildung des katalytischen 
Zentrums beteiligt sind. wobei diese basischen Gruppen als Protonenakzeptor fungieren (Arnold, E. et al.. 
1987. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84. 21 - 25). 
so Die Spaltstellenspezifitat der viralen Proteasen wurde im Poliovirussystem durch N-terminales Sequen- 
zieren der meisten Poiiovirusproteine ermittelt (Pallansch. M. A. et al., 1984, J. Virol. 49. 873 - 880). Durch 
das Klonieren und Sequenzieren von'HRV2 (Skern, T. et al., 1985 Nucleic Acids Res. 13, 2111-2126) 
konnten an Hand von Sequenzvergieichen mit Poliovirus und HRV14 die meisten Spaltstellen abgeleitet 
werden. Auflerdem konnte die Lage der Schnittstellen zwischen VP4/VP2. VP2/VP3 sowie VP3/VP1 durch 
55 N-terminales Sequenzieren von VP2, VP3 und VP1 bestimmt werden. Das Spaltsignal zwischen VP1 und 
P2A wurde teiiweise durch C-terminaies Sequenzieren von VP1 bestimmt (Kowaiski. H. et al.. 1987, J. Gen. 
Virol. 86. 3197 - 3200). So konnten in HRV2 fCnf verschiedene Spaltsignale gefunden werden: Q-S, Q-G. Q- 
N, A-Gund E-S (Fg. 2). 
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Cysteinproteasen sind in der Natur weit verbreitet (z. B. Papain. Cathepsin B. H und S) und ihre 
Charakterisierung und Inhibierung ist von groflem wissenschaftlichen und therapeutischen Wert (zur liber- 
sicht siehe Turk V.. 1986, Cysteine Proteinases and their Inhibitors. Walter de Gruyter; Barrett. A. J. und 
Salvesen G 1986, Proteinase Inhibitors. Elsevier). Auch im picornaviralen System sind derzeit verschie- 
denste anorganische und organische Verbindungen. sowie Peptidderivate und Proteine bekannt. die e.ne 
irhibitorische Wirkung auf das proteolytische Processing dieser Viren besitzen. Der Effekt d. se r Substan- 
zen beruht auf der direkten Wechselwirkung mit den Proteasen (Kettner. C. A. et al., 1987. US Pa ent Nr.: 
4 652 552- Korant B. D. et at.. 1986, J. Cell. Biochem. 32. 91 -95) und/oder auf dem indirekten Weg der 
Wechselwirkung mit Substraten dieser Proteasen (Geist. F. C. et al.. 1987. Antimicrob. Agents Chemother. 
^^^ n< Q 0 un<j stUn2 . H 1984< Vjra| Chemotherapy lf 288 -189). Oas Probiem bei den 

meisten dieser Substanzen ist die relativ hohe Konzentration, die zur Inhibierung notig ist und die zum Te.l 
grofle Toxizitat dieser Verbindungen. „;„,■„, 
Wie bereits dargelegt wurde. ist der Infektionsablauf durch Picornavtren entsche.dend von den v.ralen 
Enzymen abhSngig. Da gerade diese Enzyme besonders gut konserviert und in ihren Eigenschaften be. 
5 -Lschiedenen Rhinoviren sehr Mhnlich sind. bieten sie sich geradezu als Ziel eines chemotherapeu .schen 
E?ngriffs an. Besonders bevorzugt ist hierbei das virale Enzym P2A. Der chemotherapeu ,sche Ansatz .st 
vorzugsweise die Inhibierung der enzymatischen Aktivitat durch beispielsweise spez.f.sche Inh.b.toren 

Inhibiert man die erste proteolytische Aktivitat. die P2A-Aktivitat. so unterbindet man jeden wejteren 
Reifungsprozefl des viralen Systems. Auf Grund der ausgepragten Homolog.e der P2A-Reg.on von HRV2 
o n.cht nur zu anderen Rhinoviren, sondern auch zu Vertretern anderer Gruppen der P.cornav.r.dae, .st es 
curchaus denkbar. dafl ein Inhibitor gegen HRV2-P2A auch auf andere Picornaviren anwendbar .st. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher. ein System bereitzustellen, m.t dem es mogl.ch .st. 
ootentielle Inhibitoren fur den viralen Reifungsprozefl auszutesten. 

Da P2A "in statu nascendi" aktiv ist und selbst Bestandteii des Substrates ist. muflte em geeignetes 
>s "Substratenzym" konstruiert werden. das es ermoglicht die P2A-Aktivitat anhand ihrer Spaltprodukte zu 
verfolgen. Ferner erkennt P2A nur eine Spaltstelle im Polyprotein. Gerade diese Eigenschaft macht die 
virale Funktion zum geeigneten Ziel eines therapeutischen Angriffs. Unter diesem Gesichtspunkt wurde in 
der vorliegenden Erfindung ein Expressionssystem von HRV2-P2A entwickelt. urn P2A naher zu charakten- 
sieren und eine geeignete Methode zur Auffindung von Inhibitoren gegen P2A zu etablieren. 
» Dieses Expressionssystem, bestehend aus einem Plasmidanteil und einem Insert, muflte in der Lage 
<ein ein als Substrat dienendes virales Polypeptid. das gleichzeitig auch P2A-Protease-Aktivitat aufwe.st. zu 
croduzieren. ErfindungsgemSfl enthalt ein solches System als Insert ein DNA-Molekul. das fur e.n Fus.ons- 
crotein aus einem enzymatisch aktiven Anteil und einem von diesem abspaltbaren Polypept.dante.1 kod.ert 
Der enzymatisch aktive Anteil ist dabei eine virale Protease, bevorzugt die virale Protease HRV2-P2A. Der 
35 ab«paltbare Polypeptidanteil ist ein virales Protein, bevorzugt ein virales Protein VP1. besonders bevorzugt 
das virale Protein HRV2-VP1 , insbesondere (VP3)-VP1 von HRV2 oder Teilen von diesen. 

Ein Beispiel fUr ein solches System enthalt als Insert vorzugsweise die HRV2 Sequenz von 2145-3698 
im rchtigen Leserahmen. Dieses Insert kann in jeden beliebigen Expressionsvektor eingefiigt werden. der in 
*er Lage ist. in einem. mit diesem Vektor transformierten geeigneten Wirtsorganismus. das Substrat effektiv 
-•o zu produzieren. Ein solcher Expressionsvektor entMIt vorzugsweise eine ribosomale Bindungsstelle. e.ne 
kodierende Region Kir einen die Stabilitat des exprimierten. von dem Insert kodierten Fus.onsprotems in der 
Zeile erhohenden Fusionsanteils. einen das Fusionsprotein kontrollierenden Promotor. eine Polyl.nkerreg.on 
in drei verschiedenen Leserahmen. vorzugsweise mit Schnittstellen fur Restriktionsenzyme e.ne or. - 
Region und einen Selektionsmarker. 
us 3esonders-eeverzugt4st 



- die prokaryontische ribosomale Bindungsstelle 

- ».nen Teil der kodierenden Region fur die ersten 98 N-terminalen Aminosauren der MS2-Polymerase; 
neser Fusionsanteii weist hydrophobe und basische Aminosauren auf und bewirkt die Herabsetzung der 
Losiichkeit des Fusionsproteins und erh6ht die Stabilitat des exprimierten Produktes in der Zeile. 

so - das Fusionsprotein steht unter der Kontrolle des linken lambda-Promotors 

- eine kleine Polylinkerregion in 3 verschiedenen Leserahmen (pExa.b und c) mit Schnittstellen fur EcoRl. 
BamHI, Hindlll. Pstl. Bglll und Xbal ermoglicht das Einsetzen von geeigneten DNA-Fragmenten in Phase 
hinter dem Fusionsproteinanteil 

- die "ori"- und die Ampicillin-resistenz-region von pBR322. 

ss Beispiele solcher Vektoren sind Derivate des Plasmides pPLc-24 (E. Remault. P. Stanssens und W. 
Rers- 1981 Gene 15. 81-93). die bereits durch K. Strebel et al. 1986/ J. Virol. 57. 983-991 als Denvate ,n 
F-rrn von pEx-Vekto"ren bekannt wurden. Der in der vorlieg nden Erfindung verwendete P Ex34c 
sfonsvektor ist ein solches DerivaL In diesen Vektor wurde das oben erwahnte Insert als EcoRI/Hmdlll 
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Fragment eingefugt. Man erhielt pEx34c x 18521 (Fig. 4), Zur Durchfuhrung von Expressionsstudien wurde 
daruberhinaus noch ein inaktives Enzymsubstrat fur P2A benotigt das beispielsweise durch Oeietionsmuta- 
tion erhaiten wurde. Eine solche Deletionsmutante des pEx34c x 18521 wurde pEx34c x 18731 genannt. 
Diese Mutante endet bei Nukleotidnummer 3321 und besitzt daher das vermutete aktive Zentrum der P2A 
5 nicht mehr (Fig. 9). 

Die antigenische Spezifitat der exprimierten Substrate von pEx34c x 18521 bzw. pEx34c x 18731 wurde 
mit Hilfe eines polyklonaien Serums gegen VP1, das integraier Bestandteil beider Plasmide ist durch einen 
Westernbiot nachgewiesen (Fig. 6). 

Um die Eignung dieses Systems zur Austestung moglicher Inhibitoren zu demonstrieren, wurden die 

70 beiden Plasmide in einem bakterieilen, zelifreien System, beispielsweise dem "Procaryotic ONA directed 
Translation kit" von Amersham in vitro zur Expression gebracht. Oas Ergebnis gibt Fig. 7 wieder. Sie zeigt, 
dafl sich ein solches in vitro System hervorragend eignet um Inhibitoren gegen P2A auszutesten. 

Um weitere Informationen uber das katalytische Zentrum der viralen Protease P2A zu erhalten, wurden 
Mutagenese Studien am vermuteten aktiven Zentrum vorgenommen. Da es sich um eine SH-Protease 

75 handein, durfte (Cys...His im aktiven Zentrum), wurden beide in Frage kommenden Cysteine in Position 106 
bzw. 112 gegen Phenylalanin durch Oligonukleotid-Mutagenese ausgetauscht. Die so mutierten Plasmide 
wurden im prokaryotischen in vitro Transiationssystem zur Expression gebracht. Dabei zeigte sich, da/3 das 
Plasmid, in dem das CysteirTan Position 112, in unmittelbarer Nahe zum Histidinrest ausgetauscht wurde, 
eine erhohte P2A-Aktivitat aufwies. Die Mutation an Position 106 fuhrte zu einer Inhibierung der proteolyti- 

20 schen Aktivitat. 

Durch in vivo Markierung von HRV2-P2A und Vergieich der Expressionsprodukte von pEx34c x 18521 mit 
denen einer weiteren Deletionsmutante konnten essentielle Teile des C-Terminus von P2A weiter abgesi- 
chert werden. Diese Mutante. die mit der fur HRV2 kodierenden Region 18 Aminosauren vor dem 
Carboxyterminus von P2A endet wurde 13L genannt (Rg. 14). Sie wurde ebenfails durch Einwirkung der 

25 Exonuklease Bal31 hergestellt. Sowohl pEx34c x 18521 ais auch 13L wurden in E.coli hochgezuchtet und in 
vivo mit S-35 Methionin markiert. Die Expressionsprodukte wurden autoradiographiert (Rg. 12). Die vom 
Expressionssystem 18521 herruhrende spezifische Bande, die P2A plus einen Teil von P2B reprasentiert 
ist im Expressionssystem der Deletionsmutante 13L nicht zu erkennen. 

Die Deletionsstudien im C-terminalen Bereich der Protease 2A (siehe Beispiel 5) zeigten. dafl dieser 

jo Bereich von 2A um mindestens 6 Aminosauren verkurzt werden kann, ohne das proteolytische Processing 
zu beeinflussen (siehe Fig. 14). Die Deletion zwischen der zehnten und sechsten Aminosaure vom C- 
Terminus von 2A (entspricht der 137. und 133. Aminosaure in Fig. 15) fiihrt offensichtlich zur Zerstorung 
eines essentieilen Abschnitts von 2A. Allen weiteren Mutanten, welche eine Deletion von mehr als 10 
Aminosauren am C-Terminus von 2A aufweisen, fehft ebenfails die Fahtgkeit die VP1/2A Spaltstelle 

as proteolytisch zu prozessieren (siehe Beispiel 5, Rg. 14). Es mussen daher zwischen der 6. und 10. 
Aminosaure vom C-Terminus essentielle Reste vorhanden sein, die fur die katalytische Aktivitat unentbehr- 
lich sind. Betrachtet man die Aminosauresequenz von 2A und ihre innerhaib der Rhino-, Polio- und 
Coxsackieviren hochkonservierten Aminosauren (siehe Rg. 15), so erkennt man, dafl zwischen der 6. und 
10. Aminosaure vom C-Terminus von 2A nur das Arginin in Position 134 konserviert ist Um nun 

40 herauszufinden, ob dieser Rest eine fundamental Bedeutung in der Katalyse besitzt, wurde das Arginin 
134 durch in vitro Mutagenese in ein Glutamin urngewandelt Der mutierte Expressionsvektor pExl852l- 
(Argl34--~GinT"wurde, wie in Beispiel 2 beschrieben, zur Expression gebracht und das Muster der 
Expressionsprodukte auf einem Proteingel und mit Hilfe eines Western blot analysiert (siehe Fig. 16). 
Eindeutig konnte die Bedeutung des Arg 134 nachgewiesen werden: Die Mutation des Arginin 134 zu 

45 Glutamin fuhrt zum Verschwinden der proteolytischen Aktivitat; es wird ausschliefllich das unprozessierte 
75K Protein gebildet 

Durch Vergieich der Aminosauresequenz der Proteasen 2A und 3C von Rhino-, Polio- und Coxsackievi- 
ren und durch in vitro Mutagenesestudien an Protease 3C von Polio (Ivanoff, L.A., et ai. (1986) Proc. Natt. 
Acad. Sci. USA? 83T5392 - 5396) kann angenommen werden, dafl diese Enzyme ein Cystein und ein 

so Histidin im aktiven Zentrum zur Proteolyse verwenden. Im Fall der Protease 2A von HRV2 kann man das 
wahrscheiniich aktive Zentrum den Aminosauren 100 bis. 140 zuordnen (siehe Fig. 15). Um die Rolle 
einiger hochkonservierter Aminosauren in dieser Region zu untersuchen, wurde unter Verwendung einer 
Oligonukleotidkassette die in vitro Mutagenese und die Deletion einzelner Aminosauren in dieser Region 
durchgefuhrt. Parallel dazu wurde diese Methode verwendet um native Protease 2A zu exprimieren. 

55 Ausgehend von pEx!8521 wurde durch Verdau mit Apa I (Nukleotidnummer 3458 der HRV2 cDNA) und 
Hind III (Restriktionsschnittsteile stammt aus der Polylinkerregion des Vektors; siehe Beispiel 1) nach 
Vorschrift des Herstellers (Biolabs) ein 264 bp langes DNA-Fragment gewonnen, welches durch zwei 
doppelstrangige Oligonukleotide mit Apa I/Hind III "sticky ends" ersetzt wurde. Dieses aus den zwei 
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ZS^fZZZ^™:™ -hr die 2A%pezi«sche Seguen, Zwei 
Stopkodons wurden zusatzlich hinter dem Kodon fur die letzte Aminosaure (Glutam.n) der 2A emge fchrt 
Oadurch bricht die Translation exakt nach der letzten Aminosaure von 2A (Glutamm 142) ab und es erg.bt 
S^^lfctsr Selbstspaltung zwischen VP1 und 2A die Moglichkeit eines Produktionssystems fur e.ne 

SgerS%^^ Fragment wurde seguenziert. ein positiver Klon 

^ foorLSnsstudien sowie zu Transaktivitatstests herang zogen. Die Induktion der Expression erfolgte 
^e^Be p?2 beschrieben und erbrachte das in Fig. 18 gezeigte Ergebnis. 8ei Anfarbung , mrt 
^rlsie Biue (Rg 18 Coomassie Blue) erkennt man bei Verwendung des Expressionssystems P Ex2A 
£T!nJ.H^ bestehend aus 98 Aminosauren der MS2 Po.ymerase. dem C-term.nalen TeH von 
5m und dem gesamten VP1. Bande D in Rg. 18 Coomassie Blue. Spur 5 stellt die nat.ve Protease 2A dar 
r B ande bei^TsK (Bande A) reprasentiert die unprozessierte Form von P Ex2A. Der Western b.ot nut 
HRV2 AnLe^m wurde. wie in Beispie. 2 beschrieben, durchgefuhrt und zeigt ein ahnl.ches Muster we be 
vZertm Z PEX18521 (Fig. 18 Anti HRV2). Setzt man jedoch ein Antiserum PC20; s.ehe Be-sp^l 
I das gegen ein Peptid. welches die letzten 20 Aminosauren von der Protease 2A von HRV2 enthait. 
S£K wird im Falle von P Ex2A eine spezifische Bande erkannt. die der reifen 2A entspncht (Fig. 
«STpSo sZ 5. Bande D). Um nun zu verifizieren. dafl es sich dabei tatsach.ich urn d.e Protease 2A 
onTRV2 fanSr u ndTm zu eigen, dafl die in vivo Spaltsteile (Kowalski et a... loc. cit.) erkannt worden 
Z Zi Ts^Z o aus dem Gel eluierT(wii in Beispie. 1 und 2 beschrieben) und N-term^ 
sLZtn (Hunkapiller. M.W. and Hood. L.E. (1983) Science. 219. 650 - 659). D.e Sequenz war ,dent,sch 
mTden in Fig 15 gezeigten Aminosauren am N-Terminus von 2A. Uberraschenderwe.se wurde be. 
v^rwendu g vo'n AnVpcao' Antiserum das Spaitprodukt von P Exl8521 (2A + N-termina.e Te.tevon 2E j vo 
diesem Antiserum nicht erkannt. Moglicherweise bewirkt der Fusionsanteil erne andere Konformatton des 
PmtSs. vom PeptidantikSrW erkannt werden kann Oder der PC20 Antikorper reag.ert nur mrt 

beschriebenen O.igonuktootidkassette wurden durch Austausch mit anderen 
OnqonukLoSden Mutetionen bzw. Deletionen in das wahrscheinlich aktive Zentrum von 2A e.ngefuhrt s.ehe 
rSTSiSim Oiese Mutanten wurden. wie fur P Ex2A beschrieben. kloniert. sequenz.ert und expr.rn.ert. 
Ebe f .1 n S 18 sind Coomassie B.ue und Western blots mit HRV2- und PC20-Ant,serum -eser 
Sores fonsorodukte zu sehen. Alto Mutanten. bis auf P Ex2A[Proi03— Gly]. zeigten ke.ne pro eoly t-sche 
^ZS^S^^ Prol03--G.y fuhrt zu einer Reduzierung der proteolytischen Aktiv.tat auf etwa 
70% fsiehe Rg. 18 Coomassie Blue und 18 Anti HRV2), u*^™* ri«r 

Obwoh. offensichtiich ein Cystein als Nukleophi. fungiert. ist < be " a f chen ^ a 
Region um das wahrscheinlich aktive Zentrum zu den Serinproteasen (w.e z.B C ^ moX ^\^^ 
zu den Cysteinproteinasen (siehe Rg. 20). Die Vergleiche wurden mit den ™ 
fSidrnan KS George D.C.. Barker. W.C. and Hunt. LT. (1988) Nucleic Adds Res.. 16. 1869 - 1871) , und 
SSpROT (C^eron G N. (1988) Nucleic Acids Res.. 16. 1865 -1867) unter Anwendung des FASTP- 
J^^SSni «"! Larson. W.R. (1985) Science. 227. 1435 -1451) erhalten. Bei Verg.e.c , des 
S^nM ahtfv^ Zentrums der Protease 2A (siehe Rg. 15) wurden aberraschenderwe.se nur Homota- 
Sn mrserinproteasen. nicht aber mit Cysteinproteasen festgestellt. Bn ahn.iches Ergebms wurde 1986 
w Ctotataya et al. (Gorbalenya. A.E.. et al. (1986) FEBS. 194. 253 - 257) fur d.e Protease 3C von 
S^SSJm^ allerdings eine wesentlich geringere Homologie gefunden wurde. Bemerkens. 
SJ^SS; da^ das Cystein 6 Aminosauren nach dem wahrscheinlich aktiven Nukleoph... ,n den 

—SerincTOteasen^r^len-^-PKrtea^ . „ llmnoh „ nf1 

BeiTprotease 2A scheint es so. als fungiere ein Cystein als Nukleophil in der *onserv,erten Umgebung 
K3DSGG) der Serinproteasen (Rg. 20). Mechanistisch gesehen gehoVen d.e 2A Proteasen demnach 
S^l * Klasse I Cysteinproteasen an. wobei alierdings eine fur J 
sche Umgebung existiert. Bestimmte andere Reste sind ebenfalls stark konserv,ert z B. das 
, Ss CyS vor dem aktiven Zentrum und das Glycin vor einer hydrophoben Am.nosaure nach dem 
5 %£^**»*m antrum (siehe Rg. 15). Da die Homo.ogie mit ^SXS^ lX 
beschrieben. sehr gering ist. ist es ebenfalls zweifelhaft. ob das konserv.erte H,stid, ^H.s 14 ,n HRV2 ZA) 
als funktionelles Analogon zum Histidin der Cysteinproteasen angesehen werden kann (z.B. Papain)^ u.e 
Mutton des Hfctidin 114 in HRV2 zeigt zwar. dafl es fur die Aktivitat essentiel. ist n.cht aber ob es ; d.rekt 
s -m Svtischen Mechanismus beteiligt ist Auflerdem findet man eine konservierte Asparagmsaure und e n 
£^^S«S*£ln in alien bis jetzt untersuchten 2A und 3C Proteasen. Dies kSnnte e.r , H,nwe,s 
iT^rnSoliche Existenz eines "charge relay system". Shnlich dem im Chymotryps.n. se.n. D.e Tatsache. 
dafl es beiAustautchde? bSn Cystine von pEx2A(i06 und 112) in beiden Faiien zu einem Verschw.n- 
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den der proteolytischen Aktivitat kommt steht im scheinbaren Widerspruch zu den Ergebnissen'in Beispiel 
4. Man mufl j doch bedenken, dai3 es sich bei der Mutation in pExl8521 urn ein Expressionsprodukt 
handelt, welches zum Unterschied zu pEx2A einen zusatzlichen C-terminalen Fusionsproteinanteil von 39 
Aminosauren von 2B plus 22 Aminosauren (aus dem Vektor) aufweist, der durchaus einen gro/ten Einflu/3 
5 auf die Stabiiitat und damit auf die Aktivitat von 2A ausuben kann (2. B. Knupfung einer anderen 
Oisulftdbruckenbindung). 

Au/terdem wurden wie in Beispiel 8 beschrieben, Cystein gegen Serine (etwa gleich grofler Raumb - 
darf) ausgetauscht. wahrend in Beispiel 4 Cysteine durch Tryptophan-Reste ersetzt wurden (wesentlich 
grdflerer Raumbedarf), was durchaus zu strukturellen Veranderungen fuhren kann. 

70 Zur Uberprufung der in vitro Transaktivitat ("trans-assay") wurde als Peptid-Substrat ein 16 Aminosau- 
ren langes Peptid eingeselztlAc-TRPilTTAGPSOMYVH). Es enthalt 8 Aminosauren vor und 8 Aminosauren 
nach der erwarteten Spaltstelie von 2A (Spaltung findet zwischen den unterstrichenen Aminosauren statt). 
Das ursprungiiche 16 Aminosauren lange Peptid-Substrat und ein Referenzpeptid, welches das C-terminal 
Spaltprodukt (GPSDMYVH) reprasentiert wurden auf einer HPLC Saule aufgetrennt. Die Expression der 2A- 

rs Expressionsysteme wurde wie in Beispiel 2 beschrieben im Exoli-Stamm 537 induziert. Nach Entfernung 
unloslichen Materials wurde der Uberstand mit einer wa/Jrigen Peptidlosung yon Ac-TRPIITTAGPSDMYVH 
versetzt und inkubiert. Nach Aufarbeitung wurde der Peptid-enthaltende Uberstand chromatographisch 
aufgetrennt. Figur 19 zeigt die HPLC Profile der Peptide nach Inkubation des Peptid-Substrates in 
verschiedenen bakterieilen Extrakten: Bei Verwendung des Extraktes von E. coli Zellen, die das pEx2A 

20 Expressionssystem besitzen, verschwindet der Peak t R = 20,8 min (ungespaltenes Peptid-Substrat; Ac- 
TRPIITTAGPSDMYVH; offener, dicker Pfeil; absorbiert bei 214 nm und bei 280 nm). Dafur sind zwei neue 
Peaks erkennbar; der eine reprasentiert das N-terminaie Spaltprodukt (Ac-TRPIITTA; voller, vertikaler Pfeil; 
t n = 16,8 min; absorbiert nur bei 214 nm); der zweite Peak reprasentiert das C-terminale Spaltprodukt 
(GPSDMYVH; voller horizontaler Pfeil; t R = 12,2 min; absorbiert bei 214 nm und bei 280 nm). Die Tatsache, 

25 dafl der Peak mit der Retentionszeit t R = i2,2 min tatsachtich das C-terminale Spaltprodukt darstellt wurde 
einerseits durch Komigration dieses Spaltpeptides mit dem Referenzpeptid (siehe Fig. 19, Nummer Z), 
andererseits wie oben beschrieben durch N-terminale Sequenzierung verifiziert Das Spaltprodukt mit der 
Retentionszeit t R = 16,8 min kann aufgrund seines blockierten N-Terminus nicht sequenziert werden. Neben 
pEx2A zeigt nur noch das Expressionsystem pEx2A[Prol03— Gly] eine, wenn auch drastisch reduzierte 

30 Transaktivitat (etwa 10%; siehe Fig. 19, Nummer 4). Alle anderen Mutanten von pEx2A zeigen keine 
Transaktivitat (Fig. 19). Besonders uberraschend und bemerkenswert ist die Tatsache. da/3 auch das 
proteolytisch aktive Expressionssystem pEx18521 keine Transaktivitat aufweist. Offensichtlich beeinflu/3t der 
C-terminale Fusionsanteii (39 Aminosauren von 2B und 22 Aminosauren von der Vektor DNA) aufgrund der 
Loslichkeit des Fusionsproteins von 2A die Aktivitat in trans , nicht aber die Aktivitat in cis (Fig. 19. Nummer 

35 5). . 

Durch die vorliegende Erfindung wird ein Expressionssystem bereitgestellt. mit dem es mogltch 1st 
potentielle Inhibitoren gegen P2A aufzufinden und zu optimieren; eine Grundvoraussetzung fur die Umset- 
zung des uberzeugend erscheinenden therapeutischen Konzepts, durch Unterdruckung der proteolytischen 
• Aktivitat der viralen Protease P2A den fur eine virale Infektion erforderlichen Reifungsprozefl des viralen 
40 Systems zu unterbinden. Durch die ausgepragte Homologie der P2A-Region auch zu anderen Gruppen der 
Picornaviridiae ist es auch denkbar, die durch dieses erfindungsgemafle System aufgefundenen Inhibitoren 
therapeutisch auch gegen Infektionen anderer Picornaviren einzusetzen. 

Die vorliegende Erfindung stellt erstmals einen wirkungsvollen "trans assay" fur die Protease 2A bereit. 
Es konnte gezeigt werden, da/3 Peptide als Spaltstellen-Analoga verwendet werden konnen, wodurch eine 
45 detaillierte und rasche biochemische Charakterisierung der Protease 2A ermoglicht wird. Mit Hilfe dieses 
erfindungsgemaflen "trans assay'* ist es damit mogltch, Substanzen auf ihre Inhibitorwirkung bezuglich der 
Protease 2A-Aktivitat zu uberprufen; er gewahrleistet also ein Inhibitorscreening auf breiter Basis. Mit seiner 
Hilfe ist es moglich, einen spezifischen viralen Protease-2A-lnhibitor zu finden. Gegenstand der voriiegen- 
den Erfindung ist auch die Verwendung des Expressionsystems als Testsystem fur Inhibitoren viraler 
50 Proteasen, bevorzugt fur P2A-lnhibitoren, besonders bevorzugt fUr HRV2-P2A-lnhibitoren. 
Die vorliegende Erfindung umfaflt daher im einzelnen ein: 

- DNA-Molekul, das fUr ein Fusionsprotein aus einem enzymatisch aktiven Anteil und einem von diesem 
abspaltbaren, insbesondere autokataiytisch abspaltbaren Polypeptidanteil kodiert. 

- DNA-Molekul, bei dem der enzymatisch aktive Anteil eine virale Protease, bevorzugt P2A-(P2B) von 
55 HRV2. besonders bevorzugt di virale Protease HRV2-P2A ist. 

- DNA-Molekul, bei dem der abspaltbare Polypeptidanteil ein virales Protein, bevorzugt ein virales Protein 
VP1, besonders bevorzugt (VP3)-VP1 von HRV2, insbesondere das virale Protein HRV2-VP1 Oder Teilen 
von diesen ist. 



7 



er u i 9/o ha 



- DNA-Molekul, das filr (VP3)-VP1-P2A-(P2B) von HRV2 kodiert. 

- DNA-Molekul, das fur (VP3)-VP1-P2A von HRV2 kodiert 

• DNA-Molekul, das die Nukleotide 2145-3698 der cDNA von HRV2 enthalt 

- DNA-Molekul, das die Nukleotide 2145-3585 der cDNA von HRV2 enthalt 

- Expressionssystem aus einem Plasmidanteil und einem Insert, bei dem der Plasmidanteil in der Lage ist 
ein von dem Insert kodiertes Fusionsprotein effektiv zu exprimieren und bei dem das Insert fur ein 
Fusionsprotein aus einem enzymatisch aktiven Anteil und einem von diesem abspaltbaren, insbesondere 
autokatalytisch abspaltbaren Polypeptidanteii kodiert. 

- Expressionssystem, bei dem der Plasmidanteil eine prokaryontische ribosomale Bindungsstelle, erne 
kodierende Region fur einen die Stabilltttt des exprimierten, von dem Insert kodierten Fusionsproteins in der 
Zelle erhohenden Fusionsanteiis. einen das Fusionsprotein kontrollierenden Promotor. eine Polylinkerregion 
in drei verschiedenen Leserahmen, vorzugsweise mit Schnittstellen fur EcoRI. BamHI, Hindlll, Pstl. Bglll und 
Xbat und die "ori"- und Ampicillin-resistenz-region von pBR322 enthalt. 

- Expressionssystem, bei dem das Insert ein wie oben angegebenes DNA-Molekul im richtigen Leserahmen 
ist. 

Verwendung der Expressionsysteme ais Testsysteme fur Inhibitoren viraler Proteasen. 

- Verwendung der Expressionsysteme als Testsysteme fur P2A-lnhibitoren t bevorzugt fur HRV2-P2A- 

Inhibitoren. . 
"Trans-assay" als Testsystem fur virale Inhibitoren, das eines der oben angegebenen Expressionssysteme 

enthalt 

"Trans-assay" als Testsystem fur virale Inhibitoren, bei dem das Expressionssystem em wie oben 
angegebenes DNA-Molekul im richtigen Leserahmen enthalt 



LEGENDEN ZU DEN F1GUHEN 



Fig. 1 

Das picornavirale Polyprotein und seine proteolytischen Spaitstellen. 

Fig. 2 ... 
Spaitstellen im Polyprotein von HRV2, HRV89. HRV14 und Poliovirus Typ 1; diejenigen Aminosauren von 
HRV2 und 89. die durch Proteinsequenzierung ermittelt wurden, sind unterstrichen. 

Fig. 3 

Konstruktion von pEx34c x 18521 
Fig. 4 

Aufbau des Expressionsplasmides pEx34c x 18521 
Fig. 5 

Elektrophoretische Trennung der Expressionsprodukte von pEx34c x 18521 (Spur 1) und PEx34c x 18731 
(Spur 2). sowie der viralen Hullenproteine von HRV2 (Spur HRV2) auf einem I0%igen SDS-Polyacrylamid- 
ge! und Anfarbung mit Coomassie-Briliant-BIau. 
Rg. 6 

Western blot der Expressionsprodukte von pEx34c x 18521 bzw. 18731 mit einem polyklonalen anti-VP1 
Serum; in Spur 1 bis 3 ist das Expressionsprodukt von 3 verschiedenen Klonen von 18521, in Spur 4 von 
18731 aufgetrennt Die nur schwach erkennbaren hohermolekularen Banden in Spur 1 bis 3 reprasentieren 

das noch unprozessierte E x p ress i ons produkLvor>Jl-8521^ — 

Rg. 7 

Autoradiogramm der "in vitro" Transkription und Translation von pEx34c x 18521 und pEx34c x 18731 
Spur 1 pAT 153 (Kontroliplasmid; fl-Lactamase) 
Spur 2 und 3 p18731 (Deletionsmutante von 18521) 

Spur 4 und 5 pi 8521 (Expressionsprodukt mit aktiver Protease P2A von HRV2) 

a unprozessiertes Fusionsprotein von 18521 bestehend aus: MS2-Pol. -VP1- P2A und einem N- 

terminaten Teil von P2B 

b durch Deletion verkurztes, nicht mehr prozessierbares Fusionsprotein von pl8731 

c prozessiertes Fusionsprotein von p18521 bestehend aus: Ms2-Poi. und VP1 (Spaltprodukt ist 

nicht nachweisbar in p18731) 
d i3-Lactamase 
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wahrscheinlich virale Protease P2A und sin N-terminaler Teil von P2B; entstanden durch 
autokataiytische Spaltung von p18521 (ebenfalls nicht vorhanden in p18731) 

Fig. 8 

s Aminosauresequenzvergleich der wahrscheinlichen katalytischen Region der viralen Proteasen P2A und 
P3C von HRV2, 14 und 89, sowie von Poliovirus Typ 1. Die unterstrichenen Aminosauren (Cystein und 
Histidin; mit dicken Pfeilen gekennzeichnet) sind wahrscheinlich am Aufbau des katalytischen Zentrums 
beteiligt. 

Fig. 9 

10 Nukleotid- und Aminosauresequenz der viralen Protease P2A von HRV2. Die dicken Pfetle geben die 
Aminosaureposition der beiden Cysteine (106 und 112) und des Histidins (in Position 114), welche 
moglicherweise am Aufbau des katalytischen Zentrums beteiligt sind, an. 
Fig. 10 

Abschnitt der cONA des katalytischen Zentrums von HRV2-P2A sowie die Sequenz der Oligonukleotide 2ur 
;s Mutagenese der beiden Cysteinreste in Position 106 und 112 
Fig. 11 

Autoradiogramm der in vitro Transkription/Translation des mutierten pEx34c x 18521: 

Spur 1: Austausch des Cysteins in Position 112 gegen Phenylaianin in pEx34c x 18521 
Spur 2: nicht mutiertes pEx34c x 18521 
20 Spur 3: Austausch des Cysteins in Position 106 gegen Phenylaianin in pEx34c x 18521 

Spur4:pAT153 

Fig. 12 

In vivo Markierung von P2A 

25 1 18521; Plasmid mit aktiver Form von P2A, bestehend aus: Teil der MS2-Polymerase/VP1/P2A/N- 
Terminus von P2B (siehe Beispiel 1 ) 

2 13L; Deletionsmutante von 18521; HRV2-kodierende Region endet ca. 18 Aminosauren vor dem C- 
Terminus von P2A 
P Pellet 
30 S Oberstand 

Die Angaben 37* C und 42* C beziehen sich auf die im Beispiel 5 verwendeten Expressionstemperaturen. 
a unprozessiertes Expressionsprodukt von 18521 
b nicht prozessierbares Expressionsprodukt von 1 3L 

c prozessiertes Expressionsprodukt von 18521 bestehend aus: Teil der MS2-Polymerase/VP1 
35 d wahrscheinlich P2A reprasentierendes Peptid bestehend aus: P2A/N-Terminus von P2B; 

nicht anwesend in der nicht prozessierenden Deletionsmutante 13L 

Fig. 13 

Konstruktionsschema zur Herstellung von Deletionsmutanten der C-terminalen HRV2-P2A-Region 
40 Fig. 14 

Auftrennung der am C-Terminus deletierten Expressionsprodukte von pEx34c x 18521 auf einem l0%igen 
SDS-Poiyacrylamidgel und Anfarbung mit Coomassie-Briliant Blau (obere Bildhalfte), sowie ein Western blot 
mit einem polyklonalen Serum gegen VP1 von HRV2 (untere Bildhalfte). 

Die Spuren HRV2 (Positivkontrolle fur VP1). pEx34c (Negativkontroile) und 18521 (Positivkontrolle fur 
45 proteolytisches Processing durch P2A) dienen ais Referenzmarker. Au/ter 13W zeigen alle anderen 
Deletionsmutanten kein proteolytisches Processing mehr. 
Fig. 15 

Aminosauresequenz der HRV2-Protease-2A-Region (fette Buchstaben). Die Groflbuchstaben weisen auf die 
zwischen Rhino-, Polio- und Coxsackieviren identischen Aminosauren hin. Doppelpfeiie zeigen die Position 
so und die Art des Austausches bzw. der Deletion an, die zur Charakterisierung des wahrscheinlich aktiven 
Zentrums und des C-Terminus der Protease 2A von HRV2 herangezogen wurden. 
Fig. 16 

Proteinmuster (Coomassie Blue) von pEx18521 (Spur 1) und der Mutante pExl 8521 [Arg 134 — -Gin]. 
Fig. 17 

55 Oligonukieotidkassette zur Mutagenese des wahrscheinlich aktiven Zentrums der Protease 2A von HRV2. 
Durch Kombination der beiden doppelstrangigen Oligonukleotide WT12 + WT34 erhalt man die kodierende 
Region fur die Wildtyp-Protease 2A. Nach der letzten Aminosaure von 2A (Glutamin 142) wurden zwei 
Stoppkodons eingefUgt Kombiniert man das doppelstrSngige Oligonukleotid WT34 anstelle von WT12 mit 
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einem Oligonukleotid. das aufgrund seiner geanderten Basensequenz eine geeignete Mutation oder Dele- 
tion besitzt, kann man jede gewunschte Veranderung in der Aminosauresequenz in dieser Region herbei- 
fuhren (hier gezeigt am Beispiel fur die Konstruktion der Wildtyp-2A und den Mutationen fur Cysl06— •Ser, 
Cysl 12-- Ser und His1 14 — Giy), 
5 Fig. 18 a-c 

Zeigt das Proteinmuster von pEx34c (Negativkontrolle), pEx1852l, pExl873l. p£x2A und samtlichen 
Mutanten von pEx2A im wahrscheinlich aktiven Zentrum von 2A. 

Bande A entspricht dem unprozessierten Expressionsprodukt (65 K) von pEx2A bzw. von den 
Mutanten von pEx2A 

to Bande B entspricht dem Expressionsprodukt (58 K) von pEx18731 

Bande C entspricht dem prozessierten Expressionsprodukt (50 K; MS2-Polymeraseanteii + C- 
terminaler Tei! von VP3 +gesamtes VP1) von pExl8521, pEx2A und pEx2A[Pro1Q3~— Gly] 
Bande D entspricht der reifen Protease 2A (15 K) 

is Fig. 18a Coomassie Blue ; 

mit Coomassie Blue gefarbtes Proteingei 
Rg. 18b Anti HRV2 ; 

Western blot des gleichen Gels mit einem polyklonalen Antiserum gegen HRV2 
Fig. 18c Anti PC20 ; 

20 Western blot des gleichen Gels mit einem polyklonalen Antiserum gegen PC20 (Peptid das aus den letzten 
20 Aminosauren von 2A aufgebaut ist; siehe Beispiel 7) 
Fig. 19 

HPLC Profile von Peptiden, welche nach Inkubation (siehe Beispiel 9) aus UberstSnden von verschiedenen 
2A Expressionssystemen isoiiert wurden. 
25 1 reines Spaltpeptid (Ac-TRPIITTAGPSDMYVH), tR = 20,8 min (offener grofler Pfeil) 

2 reines C-terminales Spaltprodukt (GPSDMYVH), t R = 12,2 min (fetter horizontaler Pfeil) 
. 3 Peptidmuster bei Verwendung des pEx2A Uberstandes. vertikaier fetter Pfeil zeigt das zweite 
Spaltprodukt an (Ac-TRPtlTTA), t R = 16,8 min 
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pEx2A[Pro103 — Giy] 


5 


pEx18521 


6 


pEx18731 


• 7 


pEx2A(Cys106— Ser] 


8 


pEx2A[His114— * Gly] 


9 


pEx2A[Cys112~- -Ser] 


10 


pEx2A{AGIy104] 


11 


pEx2A(AGIy107/108] 


12 


pEx34c 


Fig. 20 





40 Vergieich der Aminosauresequenz des wahrscheinlich aktiven Zentrums der Protease 2A von HRV2 (von 
Aminosaure 94 bis 142) mit den Proteinsequenzdatenbanken PIR und SWISSPROT. 

Oie nachfolgenden Beispieie sollen die Erfindung nur erlautern, sie jedoch in keiner Weise irgenwie 
einschranken. 



Beispiel 1: 



Herstellung eines aktiven und inaktiven P2A-Enzymsubstrates von HRV2 zur Expression in E. coli 

Ausgehend von pUC9 und den cDNA-Klonen von HRV2 (Rg. 3) wurde ein Expressionssystem fur P2A 
konstruiert Zunachst wurden ca. 10 ug pUC9 durch Doppeiverdau mit BamHI und Pstl in der Polylinkerre- 
gion gedffnet. Die linearisierte Form von pUC9 wurde von Spuren des ungeschnittenen Plasmids mit Hilfe 
von Whatman DE81 -Papier getrennt (Dretzen, G.M., Bellard, P.. Sassone-Corsi und Chambon. P.: 1981. 
Anal. Biochem. 112, 295 - 298). Dazu wurde nach Auftrennung der DNA-Fragmente am Agarosegel vor und 
hinter die zu isoiierende DNA-Bande ein Schlitz geschnitten, in den jeweils ein Streifen DE81 -Papier 
gesteckt wurde. Die Elektrophores wurde weitergefuhrt (Gel soil nicht mit Puffer bedeckt sein). bis das 
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gewunschte DNA-Fragment vollstandig an den vorderen DE81 -Streifen gebunden worden war. Der hintere 
DEB1 -Streifen verhinderte ein Verunreinigung durch grdflere DNA-Fragmente. Oas DE81 -Papier mit dem 
gebundenen DNA-Fragment wurde in ein 1,5 mi Eppendorfrohrchen (mit einem Ausffuflloch im Gefaflboden 
und daru barge lagerter Polyailomerwolle) transferiert und zweimai 5 min mit je 400 ul Waschpuffer (0,2M 

5 NaCl. 2SmM TrisHci pH=8,0. 1mM EDTA) gewaschen, wobet durch kurze Zentrifugation (ca. 1 sek) die 
Waschlosung im zweiten darunter befindlichen Eppendorfgefafl aufgefangen wurde. Anschlie/tend wurde die 
gebundene DNA zweimai durch 15 Minuten dauernde Inkubationen in je 200 til Elutionspuffer (1M NaCl, 
25mM TrisHci pH-7,5, imM EDTA) vom DE81-Papier gewaschen. Die 400 ul Eiuat wurden 10 min in der 
Eppendorfzentrifuge (iSOOOg) zentrifugiert um Papierstuckchen zu entfernen. Der Uberstand wurde vorsich- 

iq tig in ein neues EppendorfgefSfl transferiert, mit 800 ul 96% Ethanol versetzt, bei -20* C ausgefallt (ca. 2 
Stunden), zweimai mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Parallel dazu wurde das Plasmid von Klon 
719 mit Bglll und Pstl und das Plasmid von Klon 107 mit Pstl verdaut (Fig. 3). Diese beiden Plasmide sind 
pBR322-Vektoren und enthalten HRV2-cDNA-Fragmente, welche uber homopolymere G-C-Regionen in 
pBR322 insertiert worden waren. Das Bglll/Pstl-Fragment von Klon 719 reprasentiert die HRV2-CDNA 

75 Region von 2145 -2421 (siehe Fg. 3); das Pstl/Pstl-Fragment von Klon 107 deckt die anschlieflende Region 
2421-3100 ab. Diese beiden Fragmente wurden in die BamH! und Pstl Stelle von pUC9 insertiert, wobei 
beide Schnittstellen (Bglll und BamHI) zerstort wurden. Diese Konstruktion wurde p18 genannt (siehe Fig. 
3). 

Um fur die Transformation kompetente Zellen zu erhaiten, wurde eine modifizierte Vorschrift von Mandel 

20 und Higa (Mandel, M. und Higa, A., 1970, J. Mol. Biol. 53, 159-162) angewandt. Dazu wurden 0,5 ml einer 
"(iber Nachtkuitur rt von E. coli Stamm HB 101 in 50 ml LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l 
NaCl) uberimpft, bis zu einer OD600 von ca. 0,4 hochgezuchtet und anschlieflend 5 min bei 5 k und 4* C 
pelletiert. Die Bakterien wurden dann in 25 ml OJM MgGa (eiskalt) vorsichtig resuspendiert, 5 min auf Eis 
gesteilt und abermals 5 min bei 5 k und 4*C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 25 mi 0,1 M CaCk (eiskalt) 

25 resuspendiert, 4 Stunden auf Eis gesteilt und 5 min bei 5 k und 4 # C zentrifugiert. Die Zellen wurden in 2,5 
ml 1x Lagerpuffer (0 ( 1M CaCl2/'Glycerin = 4/l% v/v) aufgenommen, 20 min auf Eis gesteilt in 100 ul 
Portionen aiiquotisiert und in flussigem Stickstoff schockgefroren, sowie bei -80* C geiagert. Zu 100 ui auf 
Eis aufgetauter kompetenter Zellsuspension wurden 5 ui des oben beschriebenen Ligationsansatzes 
zugegeben, die Zellen 1 Stunde auf Eis und 2 min bei 42 "C inkubiert und abschiieflend 5 min auf Eis 

30 gesteilt. Vor dem Ausplattieren der Zellen wurden 900 ul LB-Medium zugesetzt. 10 min bei 37* C inkubiert 
und je 200 ul Zellsuspension auf LB-Agar-Platten (1,5%iger Agar in LB-Medium mit 100 mg/l Ampiciliin) 
aufgebracht und (iber Nacht inkubiert. Mit dem Plasmid p18 wurden wie oben angefuhrt kompetente JM 
101 Zellen transformiert. Einige der erhaltenen Amp f Klone wurden einer Restriktionsanalyse unterworfen 
und von einem der positiven Klone (18/1) wurde Plasmid-ONA im Groflma/Jstab gewonnen (T. Maniatis et al. 

35 1982, Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor, 86ff). Das Plasmid wurde anschlieflend 
uber eine Sephacryl-S-1000 Saule gereinigt (Durchmesser 0.9cm, Lange 20cm). Als Elutionspuffer wurde 
ein TE-Puffer verwendet. Das Eiuat wurde in ca. 0,5 mi Fraktionen aufgetrennt und die einzelnen Fraktionen 
bei 260 nm ausgemessen (ubiicherweise erscheint der Plasmidpeak zwischen der 9. und 14. Fraktion). Der 
Beginn des RNA-Peaks ist ab der 17. Fraktion zu erwarten (OD uber 3,0). Die in Frage kommenden 

4Q Fraktionen wurden vereinigt, lyophilisiert das Plasmid in 0,5 ml TE-Puffer aufgenommen, 5 min bei 65* C 
inkubiert, mit Phenol/Chloroform und Chloroform extrahiert, ausgefallt zentrifugiert, getrocknet und in 100 ul 
TE-Puffer gelost. Etwa 10 ug von Plasmid 18/1 wurden mit Accl und Hindlll (die Accl Stelle stammt von der 
HRV2-cDNA, die Hindlll Stelle von der Polylinkeregion von pUC9) geschnttten. Parallel dazu wurde der Klon 
521 mit Accl und Hindlll verdaut. Das Accl/Hindlil-Fragment von Klon 521 umfaflt die HRV2-cDNA von 

45 Nukleotidnummer 3075-3698 (Fig. 3). Das Accf/Hindlll-Fragment von 521 wurde in 18/1 (Acci/Hindlll) ligiert 
und damit kompetente JM 101, wie oben beschrieben transformiert. Die erhaltenen Kolonien wurden durch 
Restriktionsanalyse uberpruft (EcoRI, Pstl. Acci und Hindlll) und die Plasmid ONA einiger Klone wurde 
sequenziert. Ein Klon, der die HRV2-Sequenz von 2145 -3698 und den richtigen Leserahmen aufwies, 
wurde 18521 benannt und zur Expression ausgewahlt. In der Konstruktion 18521 sind die homopolymeren 

so G-C-Regionen, die noch von der Klonierung in pBR322 herstammen 5 seitig von der Hindlll Stelle 
vorhanden. p1852l wurde mit EcoRI und Hindlll geschnitten, das Fragment mit DE81 Papier isoliert und in 
pEx34c (EcoRI/Hindlll) durch Ligation insertiert. pEx34 ist ein 3.0 kb Expression svektor (ein Derivat von 
pPLc24; E. Remault. P. Stanssens und W. Fiers; 1981. Gene 15, 81-93) welcher folgende Abschnitte 
enthalt: 

55 - die prokaryontische ribosomale Bindungsstelle 

- einen Teii der kodierenden Region fur di ersten 98 N-terminaien Aminosauren der MS2-Polymerase; 
dieser Fusionsanteil weist hydrophobe und basische Aminosauren auf und bewirkt die Herabsetzung der 
Loslichkeit des Fusionsproteins und erhoht die Stabilitat des exprimierten Produktes in der Zelle.. das 
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Fusionsprotein steht unter der Kontrolle des linken lambda-Promotors 

- eine kleine Polylinkerregion in 3 verschiedenen Leserahmen (pExa f b und c) mit Schnittstellen fur EcoRI, 

Bam HI und Hindill ermoglicht das Einset2en von geeigneten DNA-Fragmenten in Phase hinter dem 

Fusionsproteinanteil 
5 - die rt ori n - und die Ampiciilin-resistenz-region von pBR322. 

E coli W6(lambda) exprimiert konstitutiv das Qen fur den Wiidtyp lambda-Repressor und eignet sich 

zum Hochzuchten der pEx-P!asmide. E coli 537 dagegen tragt die ci 853-lambda- Repressor-Mutation 

(inaktiv bei 42 *C) auf einem weiteren Plasmid, das auch ein Kanamycin Resistenzgen tragt (K. Strebei, E. 

3eck t K. Strohmaier und H. Schaller; 1986. J. Virol. 57, 983-991). 
;o Durch Insertion des EcoRI/Hindlll Fragmentes von pl8521 in pEx34c konnte ein Expressionssystem 

erhaiten werden. welches die Region: (VP3)-VP1-P2A-(P2B) von HRV2 (2145-3698; siehe Fig. 4) umfaflt. 

Dieses Expressionssystem Produziert ein als Substrat dienendes virales Polypeptid, das gleichzeitig auch 

P2A-Protease-Aktivttat aufweist 

Um nun ein inaktives Enzymsubstrat fur P2A zu erhaiten wurde der Expressionsvektor pEx34c x 18521 in 
?$ E coli W6(lambda) hochgezuchtet Wie oben beschrieben wurde der Vektor nach der Groflma/Jstabprapara- 
tionstechnik aus 500 mi einer Qbernachtkuitur isoliert. 2 ag von pEx34c x 18521 wurden mit Hindill verdaut 
und mit Hilfe von DE81 wie oben beschrieben gereinigt. Anschlie/tend wurde wie folgt der linearisierte 
Vektor mit Bal31 -Nuklease verdaut ca. 1 ttg des mit Hindill linearisierten Vektors wurden mit 1U Bal31- 
Nukfease (Biolabs) in 20 mM TrisHCI pH-8, 600 mM NaCI, 12 mM MgCI2 und 1 mM EDTA inkubiert. 
20 Aliquote Proben wurden nach 1-2-3-4-5-6 und 8 Minuten entnommen und durch Zugabe von EDTA 
(Endkonzentration 30 mM) wurde der Verdau gestoppt. Die DNA wurde durch Ethanolprazipitation wieder- 
gewonnen und 100 ng des Plasmids wurden mit 100 U T4-Ligase in 10 mM TrisHCI pH = 7,5, 6 mM MgCl2, 
6 mM BME und 1 mM ATP Uber Nacht bei 15* C inkubiert. Der T4-DNA-ligaseansatz wurde direkt zur 
Transformation von E. coli W6(iambda) verwendet. Bnige der Klone wurden gepickt und die jeweilige 
25 Plasmid DNA wurde nach Maxam und Gilbert sequenziert (Maxam, A. und Gilbert, W., 1980, Nucleic Acids 
Res. 65, 499 - 560). Ein Klon dessen cDNA mit der HRV2-Nukleotidnummer 3321 (siehe Skern, T. et al. t 
l985,~Nucleic Acids Res. 13 t 2111 - 2126) endet, wurde 18731 benannt. Diese Deletionsmutante von 18521 
wurde ais inaktives P2A-Enzymsubstrat zu Expressionsstudien herangezogen. 

30 

Beispiei 2: 



Expression und Nachweis der Fusionsproteine 

35 

Das Plasmid pEx34c x 18521 und Plasmide von Klonen des Bal31-Verdaus von pEx34c x 18521 
wurden in E. coli Zellen transferiert. Die Zellen wurden uber Nacht bei 28* C in LB-Medium ( + 100 mg 
Ampicillin/I und 25 mg Kanamycin/I) hochgezuchtet. Die Kulturen wurden anschlieSend 1 :5 mit vorgewarm- 
ten (42 * C) LB-Medium ohne Antibiotika verdunnt (Induktion des tambda-PL-Promotors) und fur 2 Stunden 

40 unter heftigem Schutteln bei 42 "C inkubiert. Nach 2 Stunden wurden die Zellen von 1 ml der Kultur 
geerntet (2 min in der Eppendorfzentrifuge, 4* C) und in 500 ul kaiten Sonikierungspuffer (150 mM NaCI. 50 
mM TrisHCI pH = 8 und 1 mM EDTA) resuspendiert. Das Aufbrechen der Zellen wurde mit Hilfe eines M. S. 
E. Ultrasonic Power Gerates vorgenommen (3 mal je 5 sek; 1,7 Amp.), wobei zwischen den einzelnen 
Sonikierungen eine Pause von 45 sek eingeschaltet wurde, um ein Oberhitzen der Proben zu vermeiden. 

45 Uniosliches Material wurde anschlieflend durch 2 min Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge gewonnen 
und die Pellets in 200 ui Sample buffer (4% SDS, 125 mM TrisHCI pH = 6,8, 10% BME 10% Glycerin und 
0,02% Bromphenolbiau) gelcist Nach Erhitzen auf 95* C fur 4 min. wurden je 10 ul der Proben auf einem 
10% SDS-PAA-Gel (Lammli, U. K., 1970. Nature 227, 680-685) aufgetrennt. Kontrollexperimente zeigten, 
da/3 aile expnmierten Proteine im Sonikierungspuffer unioslich sind. Die Gele wurden anschliefiend mit 

so Coomassie Brilliant Blue wie folgt gefarbt: 



-Farbung: 


30- 60 min in 50% Methanol, 10% Essigsaure und 0,1% Coomassie Brilliant Blue 


- Entfarbung: 


uber Nacht in 5% Methanol und 1 0% Essigsaure 


- Glycerinbad: 


30 min in 7% Essigsaure und 2% Glycerin 


- Ethanolbad: 


1 bis 2 min in 96% Ethanol 


Trockn n: 


auf 3MM Papier; 2-3 Stunden bei 80 * C auf Geltrockner (Hoefer, SE 1 1 60) 


12 



EP 0 321 973 A2 



In Fig. 5 ist ein typisches Bifd einer Coomassie Brilliant Blue Anfarbung einer Expression v<5n pEx34c x 
18521 in 537 zu sehen. Ebenfalts aufgetrennt wurde die Deletionsmutante 18731 (siehe Fig. 5). p£x34c x 
18731 endet bet Nukleotidnummer 3321 und besitzt daher das wahrscheinlich aktive Zentrum von P2A nicht 
mehr (siehe auch Rg. 9). 

5 Um die antigenische SpezifitMt dieser exprimierten Formen von 18521 und 18731 aufzuzeigen wurde ein 
Western blot mit Hilfe eines polyklonalen Serums gegen VP1 durchgefuhrt (VP1 ist integraler Bestandteil 
beider Expressionsplasmide pEx34c x 18521 bzw. 18731). Der Western blot wurde wie folgt durchgefuhrt: 
Fur den Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine vom Gel auf die Nitrozellulose wurden 4 Lagen 3MM 
Papier (Whatman) und 1 Lage Nitrozellulose (Schleicher und Schueil, BA85, 0,45 um) genau den Abmes- 

to sungen des Trenngels entsprechend zurechtgeschnitten und in Transferpuffer prainkubiert: 



20 mM 


Tris-Base 


150 mM 


Glycin 


20% 


Methanol p. a. 


(pH = 8,8; 


braucht nicht mehr titriert zu werden). 



Die Zusammenstellung des "Transfer-Sandwich" erfotgte nach dem unten angefuhrten Schema 
(Luftbiasen vermeiden!): 

20 - Pol * scotch brite 2 Lagen 3 MM Gel Nitrozellulose — » 2 Lagen 3 MM scotch brite 
+ Pol 

Das Proteingel wurde ebenfails vor dem Zusammenbau 2 min in Transferpuffer aquilibriert Der 
Transferpuffer kann auch als 10 x Losung (24,2g Tris und 112,6 g Glycin pro Liter ohne Methanol) 
hergestellt werden. Der Transfer wurde im Transferpuffer bei ca. 1 Ampere. 2 Stunden in einer Protein-Blot- 
25 Apparatur in Anwesenheit von 0.1% Empigen BB (Alkyldimethyiammoniumbetain; Nr. 62 852, Marchon 
France S.A.) durchgefuhrt (R.E. Mandrell et al.; J. Immunol. Meth. 67. S. 1 (1984)). Die Effizrenz des 
Transfers wurde an Hand der vorgefarbten Markerproteine uberpruft. 

Die Filter mit den daraufgebundenen Proteinen wurden uber Nacht bei Raumtemperatur in 50 ml 
"Blocking Solution", das ist PBS: 

30 



137,0 mM 


NaCI 


2,7 mM 


KC! 


8,0 mM 


Na 2 HPO* 


1,5 mM 


KH 2 PO* 


0,5 mM 


MgCI 2 .6H 2 0 


1,0 mM 


CaCl2.2H 2 0 



mit 1% BSA. 1% Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat) und 10% Hitze-inaktiviertem fotalem 

40 Kaiberserum (HIFKS), gebadet. 

Das polyklonale Antiserum gegen VP1 (ATCC VR-1112 AS/GP) wurde vor Verwendung mit einem E. coli - 
Lysat prainkubiert. um E. coli - spezifische Antikorper zu entfernen. Dazu mischte man gleiche Volumina 
Antiserum und E. coli-Zellysat inkubierte 2 Stunden bei Raumtemperatur und uber Nacht bei 4*C. Die 
kreuzreagierenden E. coli Proteine wurden als Immunoprazipitat durch Zentrifugation (5 min, Eppendorfzen- 

45 trifuge) vom Oberstand getrennt. Das Nitrozeilulosefilter wurde anschlieflend 3 Stunden in "Blocking 
Solution" mit dem polyklonalen Antikorper (prainkubiertes polyklonales Antiserum 1/500 bis 1/1000 in 
"Blocking Solution" verdGnnt) in einer Plexiglasbox auf einer Wippe inkubiert. Danach wurde das Rlter 

n unter flieflendem Leitungswasser gut gespult (ca. 15 min) und dreimal je 15 min mit 50 ml PBS ( + 1% 
Tween 20) gewaschen. Im letzten Schritt wurde das Rlter in ca. 50 ml "Blocking Solution" mit den 

so alkaJische Phosphatase konjugierten Kaninchen-Anti-Antikorper (1/5000 bis 1/7500 in "Blocking Solution" 
verdUnnt) 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Abschlieflend wurde das Filter wieder unter flieflendem 
Leitungswasser gut gespult (15 min) und dreimal wie oben mit je 5o ml PBS ( + 1% Tween 20) gewaschen. 
Die AnfSrbung erfoigte in 10 ml Phosphatasepuffer: 

55 
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100 mM 


TrisHGI 


pH=9,5 


100 mM 


NaCi 




5 mM 


MgCI 2 





s 

in Anwesenheit der Farbstoffe Nitro-blue-Tetrazolium (NBT; 165 ag/ml) und 

5-Bromo-4-chloro-3-indolyi-Phosphat (BCIP; 82,5 ug/ml). Das aikalische Phosphatase konjugierte Anti- 
Kaninchen-!gG (Fc), sowie die Farbstoffe NBT und BCIP stammen von Promega Biotec (Protobiot TM- 
System). Die Farbereaktion wurde ebenfails dutch Spulen unter flieflendem Leitungswasser nach ca. 1 min 
to abgestoppt. In Fig. 6 ist ein typisches Bild eines Western blots von pEx34c x 18521 bzw. 18731 
wiedergegeben. 



Beispief 3: 

/s 

In vitro Transkription und Translation von p£x34c x 18521 und pEx34c x 18731. 

pEx34c x 18521 bzw. 18731 wurden wie oben beschrieben im Groflmaflstab in W6(lambda) hochge- 
20 zuchtet und prapariert. Jeweiis 3 ug der zirkularen Plasmide wurden dann pro Ansatz im "Procaryotic DNA 
directed Translation kit" von Amersham (N 380) eingesetzt Dieses bakterielle zelifreie System erlaubt die in 
vitro Expression von Qenen die auf einem Plasmid lokalisiert sind. vorausgesetzt dafl die relevanten 
Kontrollsignale wie die Pribnow-box fUr die Initiation der Transkription und die Shine-Dalgarno Sequenz fur 
die Translation vorhanden sind. Nachgewiesen werden die exprimierten Produkte durch Einbau von S-35 
25 Methionin. Um die beiden Produkte 18521 und 18731 in vitro zu exprimieren, wurde nach den Inkubations- 
bedingungen des Hersteilers vorgegangen. Als Referenzprobe wurde ein pATI53 Vektor eingesetzt dessen 
Expressionsprodukt die fl-Lactamase, als Marker auf dem Autoradiogramm verwendet werden kann (Fig. 7, 
Spur 1). 

In Spur 2 und 3 bzw. 4 und 5 ist ein typisches Bild von 18521 bzw. 18731 zu sehen; die hochmolekulare 
30 Bance auf dem Autoradiogramm entspricht dem nicht prozessierten 18521 Produkt; die Doppel- bzw. 
Dreifachbanden durften auf Abbruche wahrend der Transkription bzw. Translation zuruckzufuhren sein. 
Dieses in vitro System eignet sich sehr gut um mogliche Inhibitoren gegen P2A auszutesten. 



35 Beispiel 4: 



In vitro Mutagenese des kataiytischen Zentrums von P2A 

•to Betrachtet man die Sequenz der P2A-Region einiger Picornaviren und vergleicht diese mit dem 
kataiytischen Zentrum von P3C (zweite viral kodierte Protease), so erkennt man die Konservierung der 
Amirosauresequenz dieser Region, insbesondere des wahrscheiniich kataiytischen Zentrums (reprasentiert 
durch Cystein und Histidin). Sowohl bei P2A als auch bei P3C durfte es sich um eine SH-Protease 
<C/s....His im aktiven Zentrum) handeln, was der Aminosauresequenzvergleich in Fig. 8 belegt. Die HRV2- 

j s P2A umfatft 1 42" Aminosauren, wobei die an der Kataiyse beteiiigten - Aminosaurereste in - Position 114 
(Histidin) und 106 (Cystein) bzw. 112 (Cystein) lokalisiert sind (Fig. 15). 

Um nun mehr Information Qber das katalytische Zentrum zu erhalten, wurden beide in Frage kommen- 
den Cysteine in Position 106 bzw. 112 von HRV2-P2A gegen Phenyialanin durch Oligonukleotid-Mutagene- 
se ausgetauscht Dazu wurde der Amersham kit "Oligonucleotide-directed in vitro mutagenesis system" 

so verwendet der auf der Methode von Eckstein et aJ. (J. W. Taylor, J. Ott und ~F~Eckstein, 1985, Nucleic 
Acids Res. 43, 8764-8785) aufgebaut ist. Zunachst muflten dafur 2 Mutationsoligos synthetisiert werden 
(Applied Biosystems Model 381 A DNA Synthesizer; nach Vorschrift des Hersteilers), die sowohl das dem 
Histidin Position 114) naher gelegene Cystein in Position 112 als auch das entferntere Cystein (Position 
106) mutagenisieren konnen (Fig. 10). 

55 Um eine einzelstrangige DNA der P2A-Region zu gewinnen, wurden ca. 10 ag pEx34c x 18521 in 100 ul 1x 
Eco/Hind-Puffer {50 mM NaCI. 75 mM TrisHCI pH = 7,5 t 7,5 mM MgCI 2 ) mit je 50 U an EcoRI und Hindlll 4 
Stunden bei 37* C verdaut Das entstandene EcoRI/Hindlll-Fragment von 18521 wurde wie oben beschrie- 
ben mit DE 81 Papier von einem 1.2% Agarosegel isoliert und in 50 ul TE-Puffer gelost. Parallel dazu 
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wurden 15 ug M13mp8 in 30 ul 1x Eco/Hind-Puffer mit je 10 U EcoRI und Hindlli 2 Stunden bei 37* C 
verdaut. Mit 0,5 M EDTA pH=8 wurde der Restriktionsenzymverdau gestoppt (Endkonzentration 20 mM), 
einmal mit Phenol/Chloroform und einmal mit Chloroform extrahiert, mit Ethanoi prazipitiert getrocknet und 
in 5 ul TE-Puffer aufgenommen. 800 ng EcoRl/Hindlll-Fragment von 18521 und 200 ng Ml3mp8 
(EcoRI/Hindlll) wurden in 10 ul 1x Ugasepuffer (50 mM TrisHCI pH = 7,5, 10 mM MgCk, 10 mM DTT, 1 mM 
ATP und 50 ng/ul BSA) mit 5 U T4-0NA-Ligase bei 14* C uber Nacht iigiert. 5 ul des Ligaseansatzes 
wurden verwendet um 200 ul kompetente JM 101 zu transformieren; dabei und bei alien weiteren Schritten 
der in vitro Mutagenese wurde nach dem Protokoll des Herstellers (Amersham) vorgegangen, wobei 
folgende Modifikationen eingefuhrt wurden: 

1. ) Anstelle des E. coii Stammes TGI -wie von Amersham empfohien- wurde JM 101 verwendet da in 
den TGI Zellen das Insert (18521) im M13mp8 Vektor nicht stabii war. 

2. ) Oie Ubernachtkultur von JM 101 wurde in Minimaimedium hochgezuchtet; das Minimalmedium 
enthait pro Liter: 



10, 5g 


K 2 HPCU 


4.5g 


KH 2 P0 4 


1.0g 


(NH 4)2 SO* 


0,5g 


Natriumcitrat x 2H2O 


0,2g 


MgSO* x 7H a O 


0,01g 


Thiamin HCI 


5.0g 


Glucose; wobei Thiamin HC! und Glucose erst nach dem Autokiavieren der 


Salzfosung in Form von steril filtrierten Stammlosungen zugesetzt werden. 



3.) Um JM 101 Zellen in die log-Phase zu bringen, wurde die Ubernachtkultur 1/1000 in 2x TY- 
Medium verdunnt. 

Die beiden Mutationsereignisse fur die zwei Cysteine in Position 112 und 106 von HRV2-P2A 
erbrachten jeweils einige hundert weifle Plaques. Die Mutationseffizienz lag dabei bei uber 95%. Je 5 weifle 
Plaques wurden ausgestochen und in je 1,5 ml 2x TY-Medium mit 20 ul JM 101 (Ubernachtkultur im 
Minimaimedium) transferiert und 6 Stunden bei 37 # C unter Schutteln inkubiert. Anschlieflend wurde 3 min 
zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge) und aus den Zellen wurde der doppelstrangige mutierte Ml3mp8 x 
18521 -Vektor nach der Minipraparationsmethode isoliert. Oie isolierten M13mp8 Plasmide wurden in 1x 
Eco/Hind-Puffer wie oben beschrieben verdaut, auf einem 1,2% Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe von 
DE 81 Papier wurden die mutierten EcoRI/Hindlli-Fragmente von 18521 isoliert. Diese mutierten 
EcoRI/Hindlll-Fragmente wurden in den pEx34c - Vektor zuruckligiert, wobei je 250 ng pEx34c 
(EcoRI/Hindlll) und ca, 200 bis 400 ng mutiertes EcoRI/Hindill -Fragment in 20 ul 1x Ugasepuffer und 1^ U 
T4-DNA-Ligase (Boehringer Mannheim) eine halbe Stunde bei Raumtemperatur und uber Nacht bei 16 C 
inkubiert wurden. 10 ul des Ligationsansatzes wurden zur Transformation von kompetenten JM 101 Zellen 
eingesetzt. Dabei wurden fur pEx34c x 18521/106 (entspricht dem Plasmid mit Mutation des Cysteins in 
Position 106) 15 Klone und fur pEx34c x 18521/112 (Mutation des Cysteins in Position 112) 24 Klone 
erhalten. Jeweils 5 Klone wurden ausgewahit und deren Plasmide im Groflmatfstab isoliert. Die gereinigten 
Plasmide wurden mit Hindlli linearisiert und mit 100 U bakterieller alkalischer Phosphatase in 100 mM 
TrisHCI pH=8 3 Stunden bei 65* C inkubiert. Nach Zugabe von EDTA auf 20 mM wurde zweimal mit 
Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA durch Ethanol gefSllt. Die DNA wurde anschlie/tend in 50 ul 50 
mM TrisHCI pH = 8, 10 mM MgCI 2 . 5 mM DTE, mit 25 uCi gamma P-32 ATP (5000 Ci/mmol, Amersham) 
und 4 U T4-Polynukieotidkinase (BRL) 30 min bei 37* C inkubiert und die markierte DNA mit Ethanol 
prazipitiert. Unter Zuhilfenahme von EcoRI, das am s'-Ende des Inserts in pEx34c x 18521/106 bzw. 112 
schneidet, wurde die Insert-DNA, die in einem Strang mit P-32 markiert war, erhalten. Oie Sequenzierung 
von 18521/106 und 18521/112 erfolgte nach Maxam und Gilbert (A. Maxam und W. Gilbert, 1980. Methods 
Enzymoi. 65, 499 - 560). Je ein Plasmid von 18521/106 bzw. 112 das die entsprechende mutierte Sequenz 
im kataiytischen Zentrum von P2A aufwies, wurde wie im 2. Beispiel beschrieben im prokaryontischen in 
vitro Translationssystem von Amersham zur Expression gebracht. Das Plasmid 18521/112, welches das 
Cystein in unmittelbarer Nahe des Histidinrestes gegen Phenylalanin ausgetauscht vorliegen hat, zeigte 
dabei eine erhohte Aktivitat von P2A, wahrend die Mutation des vom Histidin weiter entfernt lokalisierten 
Cysteins zu einer Inhibierung der proteolytischen Aktivitat fuhrte (siehe Fig. 11). 
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10 ml 


10x M9-Saize (siehe Maniatis. T. loc. cit.) 


0,5 ml 


1 M MgSO* 


1 ml 

i mi 


c\J /o OfUCOSQ 


0,2 ml 


Thiaminldsung (20 mg/ml) 


1 ml 


Biotinlosing (0.2 mg/ml) 


0,1 ml 


Aminosaurelosung von il , His, Val, Thr und Leu; je 
20 mg/ml 0,01 mi 1M CaCI2 auf 100 ml aufgefuilt. 



io auf OD600 von 0.15 verdGnnt (das entspricht etwa 100 ul Zell-suspension in 5 ml M9-Medium. Die Kultur 
wurde dann bei 28 *C bis zu einer OO600 von 0,3 hochgezuchtet (ca. 2 Stunden bei 28* C). Die 
Expression der unter der Kontrolle des linken lambda-Promoter stehenden HRV2-Sequenzen. erfolgte wie in 
Beispiei 1 beschrieben (2 Stunden bei 42* C). Nach der induzierten Expression wurden 1 ml der 
Zellsuspension entnommen, kurz zentrifugiert (30 sek in der Eppendorfzentrifuge) und in 100 ul M9- 

is Medium (+ 100 uCi S-35 Methionin) aufgenommen. Die Zellen wurden kurz (3 min bei 42* C) inkubiert und 
die Reaktion mit kaitem PBS gestoppt. Die Zellen wurden kurz zentrifugiert und in 1 ml PBS resuspendiert 
urn die uberschussige Radioaktivitat zu entfernen. Die wie in Beispiei 1 sonikierten Proben wurden 3 min 
zentrifugiert und das Pellet in 50 ul Lammii-Sample-puffer gelost. Der Uberstand der Zellysate wurde mit 
200 ul 50% TCA versetzt 30 min bei 4*C inkubiert, 10 min zentrifugiert und das Pellet in 50 ul lammii- 

20 Sample-puffer gelost Je 10 ul der Proben wurden auf einem 12.5% SDS-PAA (Dicke 0,75mm) aufgetrennt. 
In Fig, 12 ist das Autoradiogramm dieses Experimentes zu sehen. Sowohl im Uberstand als auch im Pellet 
des Expressionsystems von 18521 ist eine spezifische Bande zu erkennen, die P2A (plus einem Teil von 
P2B) reprasentiert. Diese Bande ist im Expressionssystem der Deletionsmutante 13L nicht anzutreffen 
(siehe Fig. 12). 

25 

Beispiei 6: 



30 Identifikation einer essentiellen Aminosaure (Arg 134) im C-Terminus der Protease 2A. 

Betrachtet man die Aminosauresequenz von 2A und ihre innerhalb der Rhino-, Polio- und Coxsacktevi- 
ren hochkonservierten Aminosauren (siehe Fig. 15), so erkennt man, dafl innerhalb der letzten 6 und 10 
Aminosauren vom C-Terminus von 2A nur das Arginin in Position 134 konserviert ist. Urn nun herauszufin- 

3S den, ob dieser Rest eine fundamental Bedeutung in der Katalyse besitzt. wurde das Arginin 134 durch in 
vitro Mutagenese in ein Giutamin umgewandelt. Die Mutagenese wurde an einem 1,3 kb Pst I/Hind III 
Fragment von pEx18521 (entspricht pEx34cxl8521), welches in die Pst I/Hind III Stelle von BLUESCRIPT 
subkloniert worden war, durchgefuhrt. Diese, von einem Oligonukleotid gesteuerte in vitro Mutagenese. 
wurde mit Hilfe eines Amersham kits (Oligonucieotide-directed in vitro mutagenesis) nach der Vorschrift des 

40 Herstellers durchgefuhrt. Orei positive Klone wurden. wie oben beschrieben, sequenziert. Das mutierte Pst 
I/Hind 111 Fragment wurde dazu verwendet urn das Wildtyp Pst I/Hind III Fragment in pEx18521 zu ersetzen. 
Der mutierte Expressionsvektor pEx 18521 [Arg 1 34-— Gin] wurde, wie in Beispiei 2 beschrieben. zur Expres- 
sion gebracht und das Muster der Expressionsprodukte auf einem Proteingel und mit Hilfe eines Western 
blot analysiert (siehe* Fig. 16). Die Mutation des Arginin 134 zu Giutamin fuhrt zum Verschwinden der 

45 proteolytischen Aktivitat: es wird ausschiiefliich das unprozessierte 75K Protein gebildet. 



Beispiei 7: 

50 

Produktion des Peptidantikorpers PC20 

Die letzten 20 Aminosauren der Protease 2A stellen eine potentielle antigene Determinante dar. Bn 
Peptid (PC20), welches genau diese Aminosauresequenz aufwies, wurde wie in Beispiei 9 beschrieben 
55 synthetisiert und zur Induktion von Antikorpern in Kaninchen verwendet: 570 ug dieses Peptids wurden in 
0,4 ml PBS Losung aufgenommen und in einer 5 ml Spritze aufgezogen. In einer zweiten 5 ml Spritze 
wurden 0,5 ml Freund'sches Adjuvans (CAF; GIBCO) aufgezogen und die beiden Komponenten wurden 
anschlieflend mit Hilfe eines Dreiweg-Sperrhahnventils vermischt. bis eine Emulsion gebildet wurde. Das 
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Kaninchen wurde im Ohr arteriell punktiert, urn ein Pre-Serum fur die Negativkontrolle zu erhalten. Die 
Immunisierung erfolgte durch subkutane Injektion der Peptid/CFA Mischung an 4 verschiedenen Steilen (0,2 
ml/lnjektionsstelle) des Ruckenbereiches. Nach S Wochen wurde mit 1.2 ml PeptidlSsung durch ln,ekt<on 
von jeweils 0.2 ml intramuskular in den Riickenteil "geboostet". Acht Tage spater wurde das Blut durch 
Herzpunktion entnommen. Oas Blut liefl man bei Zimmertemperatur gerinnen. Fibrin und geformte Bestand- 
teiie wurden mit einem sterilen Stabchen entfernt und das Blut bei 2000 rpm zentrifugiert. Oas Serum 
wurde aliquotisiert und bei -18* C gelagert. 

Die OberprUfung des Hydrophobizitatsprofils der Protease 2A nach Kyte und Ooohttle (Kyte.J. and 
Doolittle RF (1983) J. Mol. Biol. 157. 105-132) und die SekundSrstrukturanalyse dieser Region (Pallai. 
P V Mabila M.. Goodman. M., Vale. W. and Rivier. J. (1983) J. Am. Chem. Soc. 85. 2149 - 2154 ) wtesen 
daracf hin dafl die letzten 20 Aminosauren der Protease 2A eine potentielle antigene Determinante 
darstellen 'Ein Peptid (PC20). das genau diese Aminosauresequenz aufwies. wurde daher synthetisiert. 
beispielsweise der Vorschrift aus Beispiei 9 folgend und zur Induktion von Antikorpern .n Kaninchen 
verwendet. Ein Kaninchen wurde im Ohr arteriell punktiert. urn ein Pre-Serum fur die Negativkontrolle zu 
erhalten. Die Immunisierung erfolgte durch subkutane Injektion einer Peptid/CFA Mischung an 4 versch.ede- 
nen Steilen des Ruckenbereiches. Das gewonnene Serum wurde aliquotisiert und be. -18 C gelagert. 



Beispiei 8: 



Etablierung eines Expressionssystems zur Darstellung nativer Protease 2A. sowie Analyse von Punktmutan- 
ten in dem wahrscheinlich aktiven Zentrum von 2A. 

Urn die Rolle einiger hochkonservierter Aminosauren in der Region des wahrscheinlich aktiven Zen- 
trums zu untersuchen (siehe Fig. IS), wurde unter Verwendung einer Oligonukleotidkassette d.e in vitro 
Mutagenese und die Deletion einzelner Aminosauren in dieser Region durchgefiihrt. Parallel dazu wurde 
ciese Methode verwendet. urn native Protease 2A zu exprimieren. Ausgehend von P Exl852l wurde durch 
Verdau mit Apa I (Nukleotidnummer 3458 der HRV2 cDNA) und Hind III (Restriktionsschnittstelle stammt 
aus der Polylinkerregion des Vektors; siehe Beispiei 1) nach Vorschrift des Herstellers (Biolabs) ein 264 bp 
langes DNA-Fragment gewonnen. welches durch zwei doppelstrangige Oligonukleotide WT 12 und WT 34 
mit Apa Wind III "sticky ends" ersetzt wurde (siehe Fig. 17). ZunSchst wurde je 1 ug der einzelstrangigen 
Oligonukleotide WT1. WT2. WT3 und WT4 in jeweils 10 ul (20 mM TrisHCI PH = 7.5. 10 mM MgCI2. 20 
mM DTT und 1 mM ATP) mit je 2 U T4-Polynukleotidkinase (Biolabs) 30 min bei 37 C kinas.ert. 
Anschlieflend wurden die KinaseansStze von WT1 und WT2. bzw. von WT3 und WT4 vereinigt. 10 mm be. 
68* C 30 min bei 45 *C. 10 min bei Raumtemperatur und anschlieflend kurz auf Eis mkub.ert. Die 
dermaflen kinasierten und hybridisierten Oligonukleotide wurden vereinigt. mit einer 10 mM ATP.Losung 
wurde die Konzentration auf 1 mM eingestellt und fUr die Ugation mit 28 U T4-DNA-Ligase (Boehnnger 
Mannheim) versetzt. Die Ugation selbst wurde zunachst 2 Stunden bei 20 C durchgefuhrt. dann wurden 
nochmals 7 U T4-DNA-Ligase zugesetzt und der Ugationsansatz 40 Stunden bei 14 C inkubiert. Anscnlie- 
flend wurde der Ugationsansatz bei 70* C 10 min inkubiert. mit einer 1M NaCI-LSsung auf 100 rnM 
gebracht und mit 50 U Apa I und 20 U Hind III wurden die entstandenen muitimeren Formen des 
Oligcnukleotids "nachgeschnitten". Die Reinigung und Isolierung des korrekten. dpppelstrangigen Apa 
l/Hir.d III Fragmentes. sowie die Ruckklonierung dieses Fragmentes in P Ex18521 (m.t Apa I und Hmd III 
qeschnitten) und ~cliendeMfikati on mittels Sewn^e^ng^"fde7^ie^n^eisptet-l-beschnebet^dur^ 



fuhrt Ein positiver Klon wurde ausgewahlt und zu Expressionsstudien sowie zu Transaktivitatstests 
herangezogen. Die Induktion der Expression erfolgte genau wie in Beispiei 2 beschrieben und erbrachte das 
in Fig. 18 gezeigte Ergebnis. 



Beispiei 9: 



in vitro Transaktivitatstest fUr die Protease 2A unter Verwendung eines Spaltstellenpeptids 

Die in diesem Beispiei verwendeten Peptide wurden nach der "solid phase" Methode (Merrifieid. R.B. 
(1963) J. Am. Chem. Soc. 85. 2149 - 2154) synthetisiert. Anschlieflend wurden die Peptide uber "reverse 
phase" HPLC gereinigt (0.1% TrifluoressigsMure und Acetonitril als mobile Phase) und mit H.lfe von HPLC 
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Analyse, "fast atom bombardment mass spectrometry (FAB-MS) und Aminosauresequenzierung 
(Hunkapiller, M.W. and Hood, L.E., loc. cit.) identifiziert. 

Wie in 8eispiel 2 beschrieben wurde die Expression der 2A Expressionssysteme (siehe Beispiel 8) im E. 
coli Stamm 537 induziert. Nach 2 Stunden Inkubation bei 42 *C wurden die Zellen von 1 ml der Kultur 

5 geerntet (2 min Eppendorfzentrifuge, 4*C) und in 500 ul HEPES Puffer (100 mM NaCI, 10 mM HEPES 
pH = 7.4, 1 mM EDTA und 1 mM OTT) resuspendiert Oas Aufbrechen der Zellen wurde mit Hilfe eines 
M.S.E. Ultrasonic Power Gerates vorgenommen 3 mal 30 sek; im Eiswasserbad), wobei 2wischen den 
einzelnen Sonizierungen eine Pause von 30 sek eingeschaltet wurde. urn ein Uberhitzen der Proben zu 
vermeiden. Unlosiiches Material wurde durch Zentrifugation (2 min Eppendorfzentrifuge) entfernt und 

10 jeweils 100 ul vom Uberstand wurden mit 5 ul einer wasserigen Peptidlosung von Ac-TRPIIT- 
TAGPSDMYVH (4 mg/ml) versetzt und bei 37* C 20 min lang inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe 
des gleichen Volumens an 1 M HCIOi abgestoppt. Die Proben wurden anschiieflend 20 min auf Eis 
inkubiert. 10 min bei 4*C zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge), mit gleichem Volumen 1,4 M K 2 HPCU 
versetzt 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und das entstandene Prazipitat durch Zentrifugation entfernt 

is (5 min, Eppendorfzentrifuge). Der Peptid enthaltende Uberstand wurde anschlieflend Ciber "reverse phase" 
HPLC aufgetrennt wobei eine 0,1% Trifluoressigsaure und Acetonitril ais mobile Phase eingesetzt wurden. 

Das ursprtingliche 16 Aminosauren lange Peptid-Substrat und ein Referenzpeptid, welches das C- 
terminale Spaltprodukt (GPSDMYVH) reprasentiert. wurden wie oben beschrieben ebenfalls auf der HPLC 
SSule aufgetrennt und N-terminal sequenziert wie oben. beschrieben. Figur 19 zeigt die HPLC Profile der 

20 Peptide nach Inkubation des Peptid-Substrates in verschiedenen bakteriellen Extrakten. 



Anspruche 

25 1. DNA-Molekul, dadurch gekennzeichnet da/3 es fur ein Fusionsprotein aus einem enzymatisch aktiven 
Anteil und einem von diesem abspaltbaren. insbesondere autokatalytisch abspaltbaren Polypeptidanteil 
kodiert. 

2. DNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 der enzymatisch aktive Anteil eine 
virale Protease, bevorzugt P2A-(P2B) von HRV2, besonders bevorzugt die viraie Protease HRV2-P2A ist 
30 3. DNA-Molekul nach einem der Anspruche 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet. da/3 der abspaltbare 
Polypeptidanteil ein viraies Protein, bevorzugt ein virales Protein VP1, besonders bevorzugt (VP3)-VP1 von 
HRV2, insbesondere das viraie Protein HRV2-VP1 oder Teiien von diesen ist. 

4. DNA-Molekul nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. da/3 es fur (VP3)-VP1-P2A-(P2B) von HRV2 
kodiert. 

35 5. DNA-Moiekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 es fur (VP3)-VP1-P2A von HRV2 
kodiert. 

6. DNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet da/3 es die Nukleotide 2145-3698 der cDNA 
von HRV2 enthalt 

7. DNA-Molekiil nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 es die Nukleotide 2145-3585 der cDNA 
40 von HRV2 enthalt 

8. Expressionssystem aus einem Plasmidanteil und einem Insert, dadurch gekennzeichnet da/3 der 
Plasmidanteil in der Lage ist ein von dem Insert kodiertes Fusionsprotein effektiv zu exprimieren und da/3 
das Insert fOr ein Fusionsprotein aus einem enzymatisch aktiven Anteil und einem von diesem abspaltbaren, 
insbesondere autokatalytisch abspaltbaren Polypeptidanteil kodiert. 

45 9. Expressionssystem nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet da/3 der Plasmidanteil eine prokary- 
ontische ribosomale Bindungsstelle. eine kodierende Region fur einen die Stabilitat des exprimierten. von 
dem Insert kodierten Fusionsproteins in der Zelle erhohenden Fusionsanteils. einen das Fusionsprotein 
kontrollierenden Promotor, eine Poiylinkerregion in drei verschiedenen Leserahmen, vorzugsweise mit 
Schnittstellen fur EcoRI, BamHI, Hindlll, Pstl. Bglll und Xbai und die '•ori"- und Ampicillin-resistenz-region 

so von pBR322 enthait. 

10. Expressionssystem nach einem der Anspruche 8 Oder 9, dadurch gekennzeichnet da/3 das Insert 
ein DNA-Molekul nach einem der AnsprOche 1 bis 7 im richtigen Leserahmen ist 

11. Verwendung des Expressionsystems nach einem der Anspruche 8 bis 10 als Testsystem fur 
Inhibitoren viraler Proteasen. 

55 12. Verwendung des Expressionsystems nach einem der Anspruche 8 bis 10 als Testsystem fur P2A- 
Inhibitoren, bevorzugt fur HRV2-P2A-lnhibitoren. 
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13. "Trans-assay" als Testsystem fur virale Inhibitoren, dadurch gekennzeichnet. dafl er das Expres- 
sionssystem nach elnem der Anspruche 8 bis 10, bevorzugt das Expressionssystem nach Anspruch 10 
erthalt , t 
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